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論文内容要旨
【緒言】
近年、有機塩素化合物廃溶剤の漏洩による土壌・地下水汚染が各地で報告されているが、
そのほとんどはテトラクロロエチレン(PCE)、トリクロロエチレン(TCE)などの塩素化エチ
レン類によるものである。これら PCE、 TCE などの安価で、安全な浄化方法として微生物の
浄化能力を活用する方法(バイオレメディエーション)が注目されている。現在、 PCE を逐
次的に脱塩素し、エチレンまで無害化する微生物としては Dehalococcoides spp.が見つかっ
ているが、 Dehalococcoides spp.は電子供与体としては水素のみ利用することが可能である
とされている [1]。また Dehalococcoides spp.は非常に複雑な栄養要求性を示すことから、
環境中では何らかの共生細菌の存在があるのではないかと考えられている。そのーっとし
てメタン生成細菌との関係について、これまでに様々な研究が行われてきたが、メタン生
成細菌が水素を消費してしまうために、脱塩素反応を遅らせてしまうとの見解が一般的で
あるが、逆にメタン生成が活発に起こっている時に脱塩素反応が活発に起こる [2] との報告
など矛盾が多く、統一された見解が得られていない。
本研究では、 Dehalococcoides spp.を含む脱塩素コンソーシアムを作成し、これを用いて
脱塩素反応中における Dehalococcoides spp. とメタン生成細菌の関係について解析を行つ
た。
{実験方法】
実験に使用した微生物サンプルは 2004 年 9 月に TCE 汚染地下水から採取して継代培養
したものである。培養および、脱塩素実験は 125ml のパイアル瓶に培地、前培養の培養液
を加えて 100ml とし窒素で脱気してブチルラパーセプタムとアルミシールで密閉した。そ
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こに TCE などのクロロエチレン類を加えて培養した。クロロエチレン類、エチレン、メタ
ンの測定は FID 検出器付きガスクロマトグラフ(GL サイエンス社製)を用いて行った。脱塩
素反応中の Dehalococcoides spp. と MethanosarCÍna spp.の増殖を測定するため、サンプル
から抽出した DNA サンプルに対して Realtime PCR 解析を行った。
【実験結果と考察】
CÍs-DCE 脱塩素実験において、脱塩素反応が始まる前にメタン生成による水素の消費が
見られたことから、メタン生成反応を止めることにより脱塩素反応を加速させることが出
来ると考え、メタン生成細菌の活動を抑えるため、 MethanosarCÍna sp.をはじめとするメ
タン生成細菌の阻害剤として知られる BES を培地に 2mM となるように添加して脱塩素実
験を行った。 2-Bromoethanesulfonate (BES;BrCH2CH2SÛ3一)はメタン生成細菌がメタン
を生成するのに必須の補酵素M(CoM;HSCH2CH2SÛ3-)とアナログ構造を持ち、メタン生成
細菌に特異的に阻害効果があると考えられる [3]。そこで、この培養系からメタン生成菌を
除外することを目的として、 BES を使用して培養を行った。 CÍs-DCE を 0.0076 mmol/bottle 
添加し、さらに BES を 2mM 添加して脱塩素実験を行ったところ、メタンは 1000 時間以
上の培養にも関わらず生成されなかったことから、 BES により完全にメタン生成が阻害さ
れたものと考えられる。しかしながら、 CÍs-DCE の脱塩素も阻害されそのまま蓄積された。
このことから、 BES の添加によりメタン生成細菌の活動だけではなく、 DCE 類の脱塩素を
行っていると考えられる Dehalococcoides sp.の活動も阻害されてしまうものと考えられた。
最初に CÍs-DCE などのクロロエチレンを添加せずに培養を行い、メタン生成反応がある程
度進行した時点で、 CÍs-DCE、 2mMBES、と Yeast Extract 0.2glLと脱塩素カルチャー1ml
を添加する。脱塩素実験期間を通じてメタン濃度の変化が無かったことから、メタン生成
阻害剤である BES の効果によりメタン生成は完全に抑制されていたものと考えられる。こ
の場合には培養初期から BES を添加した場合と異なり、 BES を 2mM 添加した状態におい
ても CÍs-DCE の脱塩素反応は進行した。このことから、メタン生成細菌の存在が
Dehalococcoides spp.にとって不可欠であると考えられる。
メタン生成細菌の活動が Dehalococcoides spp.に影響していることが示唆されたことか
ら、 TCE や CÍs-DCE の脱塩素反応中(Fig.1 、 Fig.2)における Dehalococcoides spp. とメタン
生成細菌の優占種である MethanosarCÍna spp.の増殖の様子を Real time PCR により定量
を行った。 TCE、 CÍs-DCE のいずれの電子受容体を添加した場合においてもメタン生成が
始まり、 MethanosarCÍna spp.の増殖した後 100 時間程後に Dehalococcoides spp.の増殖が
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見られた。 cis-DCE を添加した場合にはメタン生成は培養後 200 時間で止まり、
Methanosarci冶a spp.の増殖もそれ以降は起こらなくなったが、 TCE を添加した場合には
500 時間までメタン生成が活発に起こり、 Methanosarcina spp.の増殖も見られた。 cis-DCE
を添加した系では、 cis-DCE の脱塩素反応の進行とともに Dehalococcoides spp.の増殖が始
まったが(Fig.4)、 344 時間以降は脱塩素反応が進行しているにも関わらず、 Dehalococcoides
spp.の増殖は止まり、わずかに減少している。一方で TCE を添加した場合には、 TCE の脱
塩素反応が進行している 100 時間から 200 時間の間では Dehalococcoides spp.の増殖は見
られず、 cis-DCE の脱塩素反応が始まる 200 時間辺りから増殖が始まっている (Fig.3)。こ
のことから、 Dehalococcoides spp.は TCE から cis-DCE への脱塩素反応には関わっておら
ず、コンソーシアム中の他の細菌が行っているものと考えられる。そのことから、 cis-DCE
を最初から添加した場合にも、 TCE を添加した場合にも Dehalococcoides spp.の増殖は
cis-DCE からの脱塩素反応のみを考慮することにする。 cis-DCE 以降の脱塩素量に関して
は、どちらの場合においても大きな違いは見られない。しかしながら、 2 つの系における
Dehalococcoides spp.の増殖には大きな違いが見られた。 cis-DCE で培養を行った場合には
もっとも高い値が得られた 344 時間の時点で Dehalococcoides spp.の 168 rRNA 遺伝子が
4.6 X 106 (copies/ml)で、あったのに対して、 TCE を添加した場合には完全に脱塩素反応が終
了する 627 時間まで増殖が見られ、最終的に 2.6 X 107 (copies/ml)まで増加した。
Dehalococcoides spp. はこれまで脱塩素反応でのみ増殖が可能とされていることから、
cis-DCE からエチレンまでの脱塩素反応でのみ増殖していると考えられるが、同じ培地を
用いて同じ cis-DCE を脱塩素させたにも関わらず Dehalococcoides spp.の増殖に約 5 倍の
違いが見られた。これらのことから、やはり Methanosarcina spp. の存在量が
Dehalococcoides spp.の増殖に大きな影響を与えていることがわかる。これらのことから
cis-DCE を添加した場合に、 Dehalococcoides spp.の増殖が 344 時間以降で止まってしまう
原因も Methanosarcina spp.の増加が 272 時間以降で完全に止まってしまったことが原因
であると考えられる。
これらのことから、 Methanosarcina spp.が Dehalococcoides spp.に対して与える影響を
まとめると、 Methanosarcina spp.は水素と酢酸を共に資化してメタン生成を行うことが出
来るため、水素が存在する場合には水素を消費してメタン生成を行う。これにより、水素
のみを電子供与体として利用することが可能な Dehalococcoides spp. とは競合関係となり、
Methanosarcina spp.に水素を消費されることにより、脱塩素反応が遅くなる。一方で、 BE8
? ?? ?
などのメタン生成阻害剤を用いた実験から.11必thanosarcina spp.の活動を完全に抑制して
しまうと Dehalococcoides spp.の活動も抑制されてしまうことから、 Methanosarcinaspp. 
から何らかの増殖因子が Dehalococcoides spp.に対して供給されていることが考えられる。
また、脱塩素反応中の Dehalococcoides spp. と Methanosarcina spp. との増殖の関係から、
Methanosarcina spp.の存在量が Dehalococcoides spp.の増殖収率に大きく影響しているこ
これまで、単離株における Dehalococcoides sp.の増殖収率が脱塩素反応にとがわかった。
より生じる Gibbs 自由エネルギー変化量から比較して非常に低いことが指摘されていたが、
本研究の結果から Methanosarcina spp.の存在により Dehalococcoides spp.の増殖収率が
飛躍的に上昇することが示唆された。
TCE などのクロロエチレン類に対するバイオレメディエーションを適応する際に、現在
では Dehalococcoides spp.の増殖のみに焦点が当てられているが、 Methanosarcina spp. と
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の共生関係を考慮に入れた生態学的なアプローチが重要であると考えられる。
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Fig.1 The time course of the TCE dechlorination 
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Fig.4 Comparison of time course of the Dehalococcoides 
spp. 168 rRNA gene copy number and Methanosarcina 
spp. 168 rRNA gene copy number during cis-DCE 
dechlorination. 
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Fig.3 Comparison of time course of the Dehalococcoides spp. 
168 rRNA gene copy number and Methanosarcina spp. 168 
rRNA gene copy number during TCE dechlorination. 
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論文審査結果の要旨
TCE などのクロロエチレン類を脱塩素する微生物コンソーシアムはいくつカ攻口られているが、コンソーシアムを
構成する微生物間の相互関係はほとんど検討されていない。本論文は脱塩素コンソーシアムのメタン生成細菌
Methanosarcina spp. と脱塩素細菌 Dehalococcoides spp. との間の相互関係に焦点を当て、両者の関係を解明する
ことを目的としたもので、以下の 5章から構成されている。
第 1 章「緒論J では、本研究を始めるに至った社針句背景を概説し、本研究に関する既往の研究ならびに本研究
の目的が述べられている。
第2章「クロロエチレン類脱塩素コンソーシアムの作成と微生物群集の解析」では、 TCE 汚染サイトの地下水を
起源とした TCE 脱塩素コンソーシアム (TES-l)の作成過程が示されている。 TES-1 中には 168 rRNA 遺伝子解析か
ら TCE からエチレンまで脱塩素呼吸を行う唯一の細菌であるル加lococcoi・伽 spp. の存在消齢、されること、担任1
中の微生物群謝茸造は、真正細菌としては Clostridiaceae 科に属する細菌が優占種であるが、脱塩素過程の中で
異なる系統分類に属するクローン間で優占種が変動すること、しかし脱塩素挙動には大きな変化は見られなかった
ことから、優占種となった細菌のコンソーシアにおける役割には変化がないこと、古細菌としては脱塩素過程を通
じてルthanosarcina spp. だけが検出されることなどが述べられている。
第3章 ITES-1 によるジクロロエチレン類脱塩素挙動の解析j では、第 2 章で作成した TES-1 を用い、ジクロロ
エチレン類を出発物質として、それらの脱塩素挙動を解析している。初期 cis-DCE 濃度を高くした場合、塩イヒピニ
ルからエチレンへの脱塩素速度が減少するようになり、このとき T回一1 中の脱塩素酵素遺伝子のうち、 tceA が残存
し、 vcrA と bvcA が減少したことから、 TES-1 中の Dehalococcoi・des spp. は複数種荊生することがはじめて示され
ている。
第4章「クロロエチレン類脱塩素コンソーシアムにおけるメタン生成細菌の役割」ではメタン生成阻害剤である
BES を添加した培養系で飾的'anosarcina spp. の菌体量を制御したときの脱塩素挙動を詳細に解析し、
Dehalococcoides spp. によるクロロエチレシ類の脱塩素反応に、共存しているメタン生成細菌が大きく影響してい
ることを初めて明らかにしている。 Dehalococcoides spp. の増殖収率の解析等から Dehalococcoi・dθ'sspp. の生育に
必要な何らかの因子が Methanosarcina spp. から提供されていると推察されている。
第5章は本研究で得られた結果が総括されてし、る。
以上のように、本論文ではクロロエチレン類脱塩素コンソーシアムの微生物間の相互関係、特にメタン生成細菌
Methanosarcina spp. と脱塩素細菌 Dehalococcoidcθ's spp. との聞の相互関係を初めて解明しており、学術句な意義
は高いものがある。
よって，本論文出専士(萌持静ヰ学)の学位論文として合格と認める。
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